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缺损创面修复的影响
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BB作者简介!刘彤"女"#$$! 年出生"海军军医大学第一附属医院 !"#S 级硕

士研究生"主要研究方向为危重症烧伤救治(创面修复与皮肤组织工程#

BB"摘要#B目的B观察重组人#型胶原蛋白水凝胶用于治疗猪全层皮肤缺损创面#在创面愈合和

血管新生#新生真皮胶原排列状态和胶原比例等方面的影响& 方法B将重组人#型胶原蛋白粉末与

海藻酸钠粉末以质量比 #"o# 混合#溶于无菌磷酸盐缓冲液中#制备成胶原蛋白含量为 #"h的溶液#

使用时以 #"h &3

! e

溶液交联成凝胶状& 以巴马小型猪作为实验动物制备动物模型#在每头猪背部正

中线两侧旁开 ! ;I分别用手术刀制备 P 个边长 C ;I深达肌肉筋膜的正方形全层皮肤缺损创面#采

用同体自身对照#实验组用重组人#型胶原蛋白水凝胶治疗#水凝胶外层覆盖无菌硅胶膜保湿'阳性

对照组用可吸收性敷料治疗'阴性对照组仅用无菌硅胶膜覆盖& 术后 Q%#%%!#%$" 4#进行创面大体观

察#并取材行苏木精T伊红染色#光学显微镜下观察创面修复情况%炎症反应#免疫组织化学染色法检

测创面&NP# 的表达并计数新生血管数目#天狼猩红饱和苦味酸染色偏振光观察胶原纤维排列%

#型

胶原蛋白比例& 实验数据比较采用单因素方差分析%D?dTM检验或 d.-F_385388(F6检验& 结果B实

验组创面肉芽组织平整#颜色鲜红#柔软湿润& 光学显微镜下见实验组较阴性对照组组织炎症反应轻

微#创面修复早期肉芽组织生长速度快& &NP# 免疫组织化学染色结果显示#术后 Q%#%%!# 4#实验组

新生毛细血管数分别为!#A@A g!@Q"%!P!@" g%@%"%!%!@A g%@C"个R'2G#而阴性对照组仅分别为

!#!@" gP@""%!#S@S g!@P"%!#!@S g%@#"个R'2G#各个时间点实验组新生毛细血管数均高于阴性对

照组#差异均有统计学意义!G值均小于 "@"C"& 术后 #%%!#%$" 4创面新生真皮组织天狼猩红饱和苦

味酸染色结果显示#实验组较阴性对照组胶原纤维排列规整#与阳性对照组相似#而#型胶原蛋白比

例较阴性和阳性对照组均升高& 结论B重组人#型胶原蛋白水凝胶可促进全层创面愈合和血管新

生#促进新生真皮组织胶原纤维有序排列#增加#型胶原在新生真皮胶原中所占比例#从而改善创面

愈合质量#并有望减轻创面愈合后的瘢痕形成&

"关键词#B肉芽组织'B伤口愈合'B血管化'B重组人#型胶原蛋白'B胶原纤维
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BB在严重创伤和大面积烧伤患者创面修复过程

中#真皮组织的再生和重建#与创面愈合速度%创面

愈合质量%瘢痕增生程度密切相关& 水凝胶类创面

敷料性状与细胞外基质相近#具有三维网状立体结

构#透气性好#能够快速吸水%锁水#早期可吸收创面

渗液#后期为创面提供湿润的修复环境#加快创面愈

合速度
+#T!,

#被视为临床应用价值较高的材料
+P,

&

而胶原蛋白由于具备抗原性弱#利于细胞黏附#可诱

导细胞增殖%分化#可为细胞长入%胶原沉积和新血

管形成提供支架
+%,

#其降解产物也可为创面修复提

供必须的氨基酸
+C,

等优势#因而成为制备创面敷料

的重要材料& 成人皮肤组织以!型%

#型胶原蛋白

为主#

!型胶原蛋白比例较高#而无瘢痕愈合的胎儿

皮肤组织中#型胶原蛋白比例明显较成人高#因而

提高#型胶原蛋白比例有望增加皮肤弹性#减轻瘢

痕增生
+S,

& 本研究将重组人#型胶原蛋白水凝胶

用于治疗猪全层皮肤缺损创面#观察其对创面愈合

和血管新生#对新生真皮组织胶原排列和胶原比例

等方面发挥的影响&

材料与方法

一%实验试剂%仪器与动物来源

#@主要试剂与仪器(01&688391) 重组人#型胶

原!江苏悦智生物医药有限公司#胶原含量 [$"h#

批号(!"#A"A!P"'海藻酸钠粉末!美国 =84.(;' 公

司#货号(#A"$%QTC"" "̂'可吸收性敷料!日本郡是

株式会社"'无菌硅胶膜!瑞典 V68)8/;_1公司"'猪

&NP# 抗体!美国=L;3I公司#货号(3L!APS%"'苦味

酸T天狼猩红染色试剂盒!美国 =L;3I公司#货号(

3L#C"SA#"'磷酸缓冲溶液!上海博光生物科技有限

公司"& aUTŴ*T# 型冷冻干燥机!上海知信实验仪

器技术有限公司"'*DVTSQ"#]型扫描电子显微镜

!日本电子株式会社"'光学显微镜!德国 W1(;3公

司"'电子天平!上海精密仪器仪表有限公司"&

!@实验动物(雄性健康清洁级巴马小型猪 P 只#

S 个月龄#体重 #" f#C _9#购自海军军医大学动物

实验中心#实验动物生产许可证编号(D&Ud!沪"

!"#CT"""C& 单笼饲养#恒定室温#采用 #! ' 光照%
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#! '黑暗环境模拟昼夜交替&

二%实验方法

#@水凝胶的制备(用电子天平称取重组人#型

胶原蛋白粉末 C@" 9和海藻酸钠粉末 "@C 9#

S"

钴辐

照灭菌后以 C" IW无菌磷酸盐缓冲液溶解#搅拌混

匀成水溶液& 密封后M% l保存备用&

!@动物模型制备%分组及处理(小型猪术前 #! '

禁食#% ' 禁水#称取体重#术前 P" I() 阿托品

"@"C I9R_9%盐酸赛拉嗪注射液 "@# IWR_9肌肉注射#

待小型猪肢体活动稳定后#取俯卧位固定于手术台上&

呼吸面罩与麻醉呼吸机连接#吸入 Ch浓度的异氟烷进

行麻醉诱导#当小型猪的四肢出现松弛%活动消失后#

及时行气管内插管术#使用浓度为"@Ch异氟烷进行麻

醉维持& 于其背部正中线两侧旁开 ! ;I分别用手术

刀制备 P个边长 C ;I%深达肌肉筋膜的正方形全层皮

肤缺损创面#同侧创面间距 C ;I以上& 创面彻底清创

止血后#用每 #"" IW含 !% 万单位庆大霉素的无菌

"@$h氯化钠溶液反复冲洗#"@$h氯化钠溶液纱布覆盖

备用& 采用同体自身对照!图 #"#实验组创面!创面 P%

%%C%S"用无菌注射器均匀滴加重组人#型胶原蛋白水

溶液#迅速以无菌 #"h &3

!e

溶液雾化喷洒交联成凝胶

状#水凝胶外层覆盖无菌硅胶膜保湿& 阳性对照组!创

面 !"覆盖可吸收性敷料#并将可吸收性敷料间断缝合

在创面上& 阴性对照组!创面 #"仅覆盖无菌硅胶膜&

所有创面打包完毕后#无菌纱布覆盖#绷带缠绕固定&

术毕#送回饲养房#术后连续 P 4 注射青霉素 %" 万单

位R只& 本研究已通过海军军医大学动物中心伦理委

员会审批!审批号(!"#A"$#""CA"#并严格按照动物福利

标准执行动物管理&

P@标本收集(术后 Q%#%%!#%$" 4 分别打开创

面#用直径为 # II的取材器在每个创面均匀取C 个

深至肌层的%直径为 # II的柱状组织块& 用 #"h

甲醛溶液固定组织块#常规石蜡包埋%切片#行苏木

精T伊红染色%&NP# 免疫组织化学染色和天狼猩红

饱和苦味酸染色&

图 D3小型猪同体自身对照全层皮肤缺损创面

BB三%观察指标

#@水凝胶微观形态结构观察(取交联后的水凝

胶 P 块#冷冻干燥#常规方法喷金#用扫描电子显微

镜观察材料的微观结构&

!@创面大体观察(分别于术后 Q%#%%!#%$" 4 进

行创面大体观察#观察创面有无渗液%出血及感染#

创缘皮肤有无红肿#以及肉芽组织生长情况&

P@组织学评价(!#" 苏木精T伊红染色观察(光学

显微镜下观察组织炎症反应%成纤维细胞数量%胶原排

列情况和肉芽组织厚度& !!"&NP#免疫组织化学染色

观察(阳性信号为定位于细胞质的棕黄色颗粒& 新生

毛细血管数的统计参照文献+Q,的方法#于 %" 倍镜下

选择&NP#阳性内皮细胞密度最高的区域#然后在 !""

倍镜下计数毛细血管数目& 镜下每个孤立可分的棕黄

色内皮细胞或细胞团均记为 #个毛细血管& 记录 C个

视野#对阳性信号取平均值& !P"天狼猩红饱和苦味酸

染色观察(普通光学显微镜下胶原纤维呈红色#细胞核

呈绿色#其余呈黄色& 普通光学显微镜下观察组织中

胶原沉积部位& 偏振光显微镜下区分!型%

#型胶原成

分&

!型胶原纤维较为粗大#偏振光下呈亮黄%橙或红色

粗纤维状'

#型胶原纤维较纤细#偏光下为细长的绿色

纤维&

四%统计学处理

采用 D\DD #Q@" 统计分析软件对实验数据进行

处理#新生毛细血管数目为计量资料#以均数g标准

差!

#

Vg3"表示#符合正态分布#方差齐#则多组间比

较采用单因素方差分析#组间两两比较采用 D?dTM

检验#反之采用 d.-F_385388(F6检验#Gj"*"C 为

差异有统计学意义&

结BB果

一%水凝胶的微观形态结构

扫描电子显微镜下观察水凝胶样品冷冻干燥后

的形貌#如图 ! 所示#水凝胶外表面呈现三维网状多

孔结构#孔径在 #"" f!""

(

I&

BB二%动物实验结果

#@术后各组创面大体观察(术后 Q 4#创面形成

结痂#实验组创面肉芽组织生长平整#较阴性对照组

新鲜湿润#触之易出血#无感染& 术后 #% 4#创面面

积缩小#触之不易出血#实验组和阳性对照组创面开

始收缩#阳性对照组较实验组收缩更加明显'术后

!# 4#阴性对照组收缩情况较实验组和阳性对照组

更加明显& 术后 $" 4#实验组和阳性对照组创面完

全愈合#实验组创面区域质地柔软有弹性#阳性对照

组创面区域质地坚韧#有明显瘢痕增生& 阴性对照

组仍残留一小块未愈创面#已愈合部分质地坚韧#有
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明显瘢痕增生& 见图 P&

图 E3扫描电子显微镜下重组人#型胶原蛋白水凝胶

结构! mC""

图 F3术后不同时间点各组小型猪全层皮肤缺损创面大体观察

BB!@术后各组苏木精T伊红染色结果(术后 Q 4#

创面以炎性细胞为主& 术后 #% 4#创面可见新生肉

芽组织#大量成纤维细胞%炎性细胞浸润#可见新生

毛细血管'术后 !# 4#创面炎性细胞减少#以成纤维

细胞为主& 术后 $" 4#创面基本愈合#实验组和阳性

对照组表皮厚度较阴性对照组厚#真皮层胶原排列

更加有序& 见图 %&

BBP@术后各组 &NP# 免疫组织化学染色结果(术

后 Q%#% 和 !# 4#实验组和阳性对照组创面组织

&NP# 染色为强阳性#而阴性对照组为弱阳性& 其

中#术后 Q 4和 #% 4#实验组新生毛细血管数分别为

!#A@A g!@Q"个R'2G和!P!@" g%@%"个R'2G#阳性

对照组分别为 !!A@S g!@%"个R'2G和 !PA@A g

P@P"个R'2G#而阴性对照组仅分别为 ! #!@" g

P@""个R'2G和!#S@S g!@P"个R'2G#实验组新生毛

细血管数明显高于阴性对照组#差异均有统计学意

义!G值均小于 "@"C"& 术后 !# 4#实验组新生毛细

血管数目为!%!@A g%@C"个R'2G#阳性对照组为

!%A@S gP@P " 个R'2G#阴性对照组为 ! #!@S g

%@#"个R'2G#其中#实验组与阳性对照组新生毛细

血管数目差异无统计学意义!Gi"*#%#Q"#而明显

高于阴性对照组#差异有统计学意义!Gj"@"C"&

术后 $" 4#创面毛细血管数量恢复到正常水平#各组

之间差异无统计学意义!Gi"@AA!P"& 见图 C%S&

图 G3术后不同时间点各组小型猪全层皮肤缺损创面苏木精T伊

红染色结果观察! mC""

图 H3术后不同时间点各组小型猪全层皮肤缺损创面组织&NP#

免疫组织化学染色观察! m!"""
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$#"#BB $

BB%@术后各组天狼猩红饱和苦味酸染色结果(术

后 Q 4#真皮修复过程刚刚开始#各组创面胶原蛋白

含量较少#排列紊乱& 术后 #% 4 和 !# 4#实验组和

阳性对照组胶原排列逐渐有序#而阴性对照组胶原

排列仍较紊乱#实验组#型胶原蛋白比例较阳性对

照组和阴性对照组高& 术后 $" 4#实验组真皮层胶

原排列较阳性对照组和阴性对照组胶原排列更加规

整#且#型胶原蛋白比例明显较阳性对照组和阴性

对照组高'阴性对照组胶原排列明显较实验组和阳

性对照组紊乱& 见图 Q&

图 I3术后不同时间点各组创面组织新生毛细血管数目的比

较&

3

Gj"@"C#

L

Gj"@"##

;

G["@"C

讨BB论

真皮层是皮肤组织的重要组成部分#与创面愈

合后的皮肤弹性%耐磨性以及外观密切相关
+AT$,

&

大面积烧伤患者由于自体皮缺乏#常采用网状皮%邮

票皮或微粒皮移植#上述缺乏真皮结构的刃厚皮片

会导致创面愈合过程中局部大量成纤维细胞增生#

分泌不成熟细胞外基质#愈合后创面瘢痕增生#起疱

破溃甚至功能障碍
+#"T#!,

& 为提高创面的愈合质量#

真皮替代物成为皮肤组织工程学研究的热点#目前

该领域的研究重点多集中在真皮支架方面!主要包

括脱细胞真皮支架和生物材料合成真皮支架"

+#P,

&

但脱细胞真皮支架可能引起一定的免疫反应
+#%,

#而

利用酸%碱水解法从动物结缔组织中提取胶原蛋白

制备的生物材料合成真皮支架存在疫病传播的风

险#且可吸收性敷料等真皮支架用于创面修复需要

进行二次植皮手术#既增加了患者的痛苦#又因价格

昂贵#难以大面积使用& 而创面敷料与真皮支架相

比#临床使用更加方便#如能起到促进真皮修复的作

用#将比真皮支架更具优势& 本研究制备的重组人

#型胶原蛋白水凝胶可促进创面血管新生#从而加

快创面愈合过程#还能促进新生真皮组织胶原纤维

有序排列#有望减轻瘢痕增生& 此外#与真皮支架相

图 L3正常猪皮与术后不同时间点各组小型猪全层皮肤缺损创面组织胶原蛋白的比较!天狼猩红饱和苦味酸染色# m!"""
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比#重组人#型胶原蛋白水凝胶敷料还具有以下优

势(!#"制备水凝胶所用的胶原蛋白为通过基因工

程生产的重组人#型胶原蛋白#与从动物结缔组织

中提取的胶原蛋白相比#在分子结构和性能上与人

体自身的胶原蛋白更加接近#避免了疫病传播问题#

且成本低廉#易于产业化生产& !!"5(883.4 等
+#C,

的

研究表明#类人源胶原蛋白在促进人原代细胞附着

和增殖方面与牛胶原相比有同等或更佳的作用#且

引起免疫排斥反应的可能性更低& !P"本研究所用

的重组#型人胶原蛋白在基因构建时选择性表达亲

水氨基酸#因而水溶性极佳#可制备高浓度胶原蛋白

含量水凝胶#工艺简单#且能与其他高分子材料共同

制备性能更优的复合水凝胶材料& !%"水凝胶材料

与固态真皮支架相比#具有与创基无缝隙紧密贴合#

不形成死腔的优点& !C"本研究发现#重组人#型

胶原蛋白水凝胶敷料可在真皮层重建过程中提高#

型胶原比例#有望改善创面愈合后皮肤的弹性#减少

瘢痕增生&

本研究利用重组人#型胶原蛋白制备了一种工

艺简单#可快速成型#使用方便#生产成本较低的水

凝胶敷料#并发现其在修复猪全层皮肤缺损创面的

过程中可促进血管新生#加快愈合过程'促进新生真

皮组织胶原有序排列#从而减轻瘢痕增生'增加#型

胶原蛋白在新生真皮中所占比例#有望增加愈合后

创面皮肤的弹性& 由于具有上述诸多优势#笔者认

为重组人#型胶原蛋白水凝胶敷料未来有望成为一

种新型的烧伤创面修复材料& 本研究为动物试验研

究#其结论能否在临床中获得一致的效果#需通过严

谨的临床试验进行补足说明& 笔者下一步的研究方

向是通过临床研究#深入探索重组人#型胶原蛋白

水凝胶敷料促进全层创面愈合的作用#并进一步评

价创面愈合后的瘢痕指标&
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